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論　文　内　容　の　要　旨
〔日　的〕
膵ラ氏島のB細胞はGluc。Seを投与すると脱分極し、CaZ＋が流入による活動電位を発生し、
細胞内Ca2＋濃度は上昇してlnsulinを開口分泌する。糖刺激と分泌の問の機構の中でこの脱分
極が最初の引金である。糖依存性脱分極はK＋透過性の低下に起因する。現在このK＋透過性の
低下に関して2つの仮説が優勢である。糖代謝により発生するH＋によってK＋チャネルの閉じ
るという仮説と糖代謝にて生成されるATPの濃度が上昇してATP感受性K＋チャネルの閉じ
るという仮説である。糖依存性脱分極の機序を明らかにする目的で、膜電位を微小電極法で測定
しアセタゾラミド（以下ACZ）の効果を検討した。ACZは糖代謝から発生するC02を脱水素し
て炭酸に変換する過程を阻害するため、H十の産生が抑制されると考えられる。
〔方　法〕
4～10過齢のICRマウスの膵臓を摘出し、容量0．4mlのチャンバー内で膜電位を測定した。
微小電極は電極抵抗250～400MJ2の微細なものを用いた。
〔結　果〕
糖依存性脱分極に対するACZの効果：Glucoseを投与した時の脱分極速度は投与した糖濃度に従
って増大した。ACZ存在下では脱分極速度が対照より低下した。これは糖依存性脱分極のうちACZで
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低下した成分はC（蔦の脱水素過程を経ており、糖依存性脱分極はH＋感受性K＋チャネルが主
であるという事を示す。
外液のN㌔除去による脱分極に対するACZの効果：外液のN㌔濃度を減少すると脱分極する。
この脱分極は外液中のN㌔が減少によるNaシIF交換輸送の抑制のためと考えられる。この検
証にACZを用いた。ACZは脱分極速度を対照に比し低下させた。これは外液のNa＋除去によ
る脱分極もH＋感受性K十透過性の低下による事を示す。
外液のNa＋除去による電位変化に対するC葺十の影響：外液のNa十を完全に除去すると「過
性の過分極が生じる。この過分極の機序を調べた。B細胞は外液のCa叶を取り去ると連続性活
動電位を発生する。この状態から更にNa＋を取り去ると活動電位は瞬時に消失し、その後脱分極
した。CZf＋が存在下でACZは一過性過分極を生じたが、Ca2＋非存在下では一過性過分極を生
じなかった。即ちNa＋除去でみられる一過性過分極は細胞内Ca2＋濃度が上昇し、Ca2＋依存
性K＋チャネルが開いたためと考えられる。この機序としては外液のNa＋が減少したことによる
Nみ′C♂＋交換輸送の抑制、またCa2＋流入量が増加したためと考えられる。
外液Ca2＋非存在時の4－aCetamido－4㌧isothiocyanatostilbene－2，2Ldisulfonicacid
（以下SITS）の効果：一般にSITSはHCO。「／CI‾交換輸送を抑制する。外液Ca2＋存在下で
のB細胞に対するSITSの効果は脱分極と活動電位の増高であると報告されている。
これはSITSによってHCO㌫／Cr交換輸送が抑制され、外液よりHC03の流入が減り細胞内が
酸性化するため脱分極すると説明されてきた。しかし、この説明は細胞内でH十・HCO了が連続
的に産生されている事実と矛盾する。外液Ca2＋非存在下でSITSを投与すると可逆的な過分極
を生じた。これはSITSによってHCOiめ流出・CI－の流入が抑制され細胞内がアルカリ化し過
分極したと考えられる。
〔考　察〕
B細胞におけるH＋産生：糠投与時の細胞内pH変化に関して上昇・不変・低下と報告は様々
だが、最近は低下の報告が多い。膜電位は細胞内pHに敏感である。
ATP感受性K＋チャネル：Patch clamp法による研究では、Cell attached patchで観察
されているGlucose存在時に閉じていて非存在時に開いているK＋チャネル（Gchannel）のチ
ャネル透過性とKineticsがATP感受性K＋チャネルのものと類似しているので二つのチャネル
は同一であると報告されている。しかし、glucose非存在時のB細胞内のATP濃度（2T3mM）
ではこのATP感受性K＋チャネルは99．7％閉じている。B細胞のATP濃度測定によるとGlu－
cose投与開始1分後に一過性にATP濃度が低下し、Glucoseの非存在時と存在時のATP濃
度差は1．1倍である事より不合理である。
Ca2＋依存性K＋チャンネル：B細胞では常にCa2＋が流入しており、細胞膜直下のCa2＋濃度は
かなり高いと考えられる。それを考慮するとC㌔＋依存性K＋チャネルはpH依存性がある事より、
このチャネルが糖依存性脱分極に関連している可能性がある。膜電位に対するSITSの効果：S
ITSがCa2十存在下で脱分極させる理由に関してSITSがHCOJン′cI‾交換輸送を抑制し、細胞
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内にHCO㌻が蓄積するために細胞内のCOrも増加すると考えられる。このCO吉は細胞内の
Ca2．と結合してCaC03を形成するので細胞内Ca？＋が減少し、Czf＋依存性K＋チャネルが閉じ
て脱分極し、また細胞内外のC♂＋の濃度差の増大により活動電位が増高したと考えられる。
〔結　論〕
ACZによるGlucose依存性脱分極の抑制によって糖の代謝産物であるC02から生成されるH十
が脱分極をひきおこす事が分かった。また、外液のNa＋除去による脱分極もNaケH＋交換輸送
を抑制し細胞内pHを低下させH＋感受性K＋チャネルが閉じたためであると考えられた。H十
と対になるHCOrはHCO㌫／Cl‾交換輸送を介して細胞外に排出されることが示された。これ
らにより、B細胞の刺激分泌連関に関わるチャネル・ポンプ・交換輸送の機能の一部が明らかに‘
なった。
●
学位論文審査の結果の要旨
近年パッチクランプ法の発達により、細胞膜にある各種イオンチャネルの性質が詳細に調べ上
げられ、これらの研究の結果、膵卵田胞には細胞内ATP濃度を感知して閉じるK＋channelと
細胞内H＋濃度の上昇によって閉じるK＋channelの存在が明らかとなっている。この研究は生
理的環境下ではこれらATP－SenSitive K＋channelとH＋－SenSitive K＋channelの何
れが卵田胞のglucoseによって誘発される脱分極（glucose－induced depolarization）に
主な役割を演じているかを明らかにしようとしたものである。本研究では、炭酸脱水酵素阻害剤
がATP合成には殆ど影響を与えず、COZの水和反応のみを抑制する性質を利用し、種々の実験
条件のもとで起こる膜電位変化について、炭酸脱水酵素阻害剤を作用させた場合と作用させなか
った場合とを比較検討する方法が採られている。細胞内の炭酸脱水酵素活性を抑制する実験では、
飽和抑制濃度の約10倍のacetazolamideを用いている。
実験結果に関する主な所見は次のものである。
1）細胞内呼吸の結果として発生するC02の水和から生成するH＋は常時NaナH＋交換輸
送を介して細胞外へ排出されている。この交換輸送を抑制すると脱分極が起こる。脱分極の
進行速度は細胞外glucose濃度に依存する。
2）C02の水和反応を抑制しておくと、NJ／Iナ交換輸送を抑制することによる脱分極の速
さもglucose，induced depolarizationの速度も共に約1／3に低下する。
3）細胞外から流入したCa2＋は主としてN彿シca叶交換輸送により細胞外へ排出される。細
胞外N㌔濃度を下げることによってNよ／Ca21交換輸送を抑制すると、－一過性に僅かな過
分極が起こり、その後脱分極する。H＋生成が抑制されているとき、同様にN云シca叶交換
輸送を抑制すると顕著な過分極が認められる。
これらの所見から、glucose－induced depolarizationには細胞内H＋によるK＋chan－
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nel　の閉塞が主な役割を果たしていると結論している。この研究は、細胞内呼吸が炭酸脱水
酵素の関与を介して膜電位変化に大きな影響を与えることを示したものであり、glucose－in－
duced depolarizationの機構解明に重要な所見を提供したと評価される。以上の点から、本
研究は学位論文として価値あるものと認める。
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